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POVZETEK 
Enega izmed največjih izzivov sodobne medicine predstavljata zdravljenje rakavih obolenj in 
bakterijskih infekcij. Ljudje smo izpostavljeni številnim kancerogenim dejavnikom, ki lahko 
privedejo do genskih mutacij in maligne transformacije celic. Zanje je značilna nekontrolirana 
celična rast oz. nesmrtnost, spremembe v regulaciji celičnega cikla, sposobnost razvoja 
angiogeneze – razvoja novih žil v tumorju in metastaziranja. Poglavitni cilj v terapiji raka je v 
celoti uničiti oziroma odstraniti tumorsko tkivo, ne da bi pri tem v prevelikem obsegu vplivali 
na zdrave celice. Glavna problematika zdravljenja s protibakterijskimi zdravili se nanaša na 
razvoj bakterijske odpornosti zaradi nepravilne uporabe teh zdravil, pomembno vlogo pa igra 
tudi razlikovanje med človeškimi in bakterijskimi celicami. Z novimi odkritji na področju 
raka in bakterijskih infekcij se odkriva možnost iskanja novih tarč za razvoj učinkovin, ki bi 
zagotavljale zadostno selektivnost in varnost. 
Na Katedri za farmacevtsko kemijo na Fakulteti za farmacijo načrtujejo in sintetizirajo 
potencialne protitumorne in protibakterijske učinkovine. Proteina Hsp90 in človeška 
topoizomeraza IIα sta vpletena v številne procese regulacije celične rasti ter predstavljata 
pomembni tarči v terapiji raka. Ker sta obe tarči v večji meri izraženi v rakavih kot nerakavih 
celicah, je mogoča sinteza selektivnejših zaviralcev. Bakterijska topoizomeraza  IV in DNA-
giraza B sta prisotni le v bakterijski celici. Zaviralci teh dveh encimov zato nimajo vpliva na 
človeške celice in je omogočena ustrezna selektivnost. 
V magistrski nalogi smo ovrednotili vpliv izbranih zaviralcev proteina Hsp90 in človeške 
topoizomeraze IIα kot potencialnih protitumornih učinkovin ter zaviralcev bakterijske 
topoizomeraze IV in DNA-giraze B kot potencialnih protibakterijskih učinkovin na celično 
proliferacijo. Ključni cilj pri vrednotenju protitumornih učinkovin je bil dokazati njihovo 
citotoksično delovanje na rakave celice. Pri protibakterijskih učinkovinah pa smo vrednotili 
varnost zaviralcev, ki jo dosežemo s selektivno toksičnostjo. Kot in vitro model smo uporabili 
celično linijo raka dojke (MCF-7). Za določanje antiproliferativnih lastnosti izbranih 
zaviralcev smo uporabili MTS-test celične živosti. S presejalnimi testi smo najprej izmed vseh 
testiranih spojin za nadaljnje vrednotenje izbrali tiste, ki so pri koncentraciji 50 µM zmanjšale 
celično živost na vsaj 40 %. Izbrane spojine smo nato vsaj dvakrat testirali v širšem 
koncentracijskem območju ter vrednotili odnos med koncentracijo in zaviralnim učinkom. 
Vsaki izmed spojin smo določili koncentracijo, pri kateri se zmanjša celična živost za 
polovico (IC50). 
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Izmed vseh testiranih spojin jih je 16 izkazalo zaviralno aktivnost, od tega deset protitumornih 
ter šest protibakterijskih spojin. Za boljše ovrednotenje spojin bi bilo treba teste izvesti še na 
drugih celičnih linijah, s čimer bi dokazali ustrezno selektivnost teh zaviralcev. Rezultati 
citotoksičnosti bodo služili za nadaljnjo optimizacijo in sintezo spojin. 
Ključne besede: rak, topoizomeraza, Hsp90, zaviralci, celična proliferacija. 
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ABSTRACT 
Treatment of cancer and bacterial diseases represents one of the biggest challenges of modern 
medicine. We are exposed to numerous cancerogenic factors, wich can lead to genetic 
mutations and cancerous transformation of cells.  Their signiture characteristics are 
uncontrolled cell growth or immortality, changes in cell cycle regulation, ability to develop  
new veins in tumour and invasion in other tissues. The main goal of cancer treatment is to 
entirely destroy or remove tumour tissue without the major effect on healthy cells. The 
biggest issues with antibacterial drugs are development of bacterial resistance due to incorrect 
usage of those drugs and the selectivity between human and bacterial cells. With new 
discoveries available, there are more posibilities of finding new targets and developement of 
new drugs that would provide  greater selectivity and safety. 
At the Faculty of pharmacy they develop and synthetisize potencial anticancer and 
antibacterial drugs. Hsp90 and human topoisomerase IIα are involved in numerous processes 
in cell growth regulation and represent an important target in cancer therapy. Synthesis of 
more selective inhibitors is possible, because both of this targets are more expressed in cancer 
cells. Bacterial topoisomerase IV and DNA-gyrase B existc only in bacterial cell. Inhibitors of 
those enzymes are highly selective because they don't affect human cells. 
In this thesis we wanted to evaluate the effect of selected Hsp90 inhibitors and human 
topoisomerase IIα as a potencial anticancer drugs and inhibitors of bacterial topoisomerase IV 
and DNA-gyrase B as a potencial antibacterial drugs on cell proliferation. Main goal of 
evaluation of anticancer drugs is to prove their cytotoxic effect on cancer cells. With 
determination of antiproliferative effect of antibacterial drugs we wanted to evaluate their 
safety. As an in vitro model we used breast cancer cell line (MCF-7). For determination of 
antiproliferative characteristics, we used MTS viability assay. With preliminary tests we 
selected drugs wich in concentration 50 µM inhibit the cell viability for at least 60 %. Those 
drugs were further tested in wider concentration range. With this we determined the relation 
between concentration and inhibinatory effect and the drug concentration wich inhibits cell 
viability for half (IC50). 
Out of all tested drugs 16 showed appropriate  inhibitory activity, ten of them were anticancer 
and six were antibacterial. For better drugs evaluation we should use other cell lines that 
X 
 
would prove the information about the selectivity of those inhibitors. Our results will 
represent a good basis for furher testings and synthesis of new inhibitors. 
Key words: cancer, topoisomerase, Hsp90, inhibitors, cell proliferation. 
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SEZNAM OKRAJŠAV 
ATP Adenozin trifosfat 
DNA Deoksiribonukleinska kislina 
FBS Fetalni goveji serum (angl. Fetal bovine 
serum) 
Grp94 Izoformna oblika proteina Hsp90 
GyrA Podenota A bakterijske DNA-giraze 
GyrB Podenota B bakterijske DNA-giraze 
Hsp90 
 
Protein toplotnega šoka 90 kDA (angl. Heat 
shock protein) 
LAF 
 
Laminarni pretok zraka (angl. Laminar air 
flow) 
LDH Laktat dehidorgenaza 
MCF-7 Celična linija raka dojke (angl. Michigan 
cancer foundation-7)  
MEM Osnovno gojišče za gojenje celic (angl.  
Minimum Essential Medium Eagle) 
MTS 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-
karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)- 
H-tetrazolijeva sol 
MTT 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolijev bromid 
NAD Nikotinamid adenin dinukleotid 
NADH Nikotinamid adenin dinukleotid hidrid 
NAG N-acetilglukozamin 
NAM N-acetilmuraminska kislina 
ParC Podenota C bakterijske topoizomeraze IV 
ParE Podenota E bakterijske topoizomeraze IV 
RNA Ribonukleinska kilslina 
SDS Natrijev lavrilsulfat 
TRAP-1 Izoformna oblika Hsp90 proteina 
t-RNA Prenašalna ribonukleinska kislina 
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1 UVOD 
1.1 CELIČNI CIKEL 
Celični cikel evkariontskih celic predstavlja zaporedje dogodkov, ki vodijo do nastanka dveh 
hčerinskih celic iz starševske celice. Sestavljajo ga 4 faze, ki so predstavljene na sliki 1. 
Ključen dogodek v celičnem ciklu je delitev jedra, ki se imenuje mitoza in citokineza. Ta 
predstavlja delitev citoplazme, obe pa sta del faze M celičnega cikla. Faza M traja približno 
eno uro, 95 % časa celičnega cikla pa je celica v interfazi. Interfaza je obdobje med dvema 
fazama M in je sestavljena iz preostalih treh faz celičnega cikla: G1, S in G2. Celica v fazi G1 
je metabolno aktivna, intenzivno raste in se pripravlja na podvajanje DNA, do katerega pride 
v fazi S. Sledi faza G2, v kateri celica še vedno raste in sintetizira vse proteine, potrebne za 
mitozo. Znotraj celičnega cikla obstaja mnogo ključnih točk, ki določajo, ali se celica lahko 
premakne iz ene stopnje v drugo. To nalogo opravljajo regulatorni proteini, ki tvorijo t. i. 
kontrolni sistem celičnega cikla. Pri prehodu med fazama G1 in S sistem potrdi, ali je okolje 
primerno za proliferacijo, preden se začne podvajanje DNA. Celična proliferacija zahteva 
tako dovolj hranil kot specifičnih signalnih molekul v zunajceličnem okolju. Če so 
zunajcelični pogoji neugodni, lahko celica preide v mirujoče stanje, imenovano faza G0. 
Regulatorni proteini tudi potrdijo, da je DNA nepoškodovana in v celoti podvojena ter tako 
omogočijo prehod iz faze G2 v fazo M (1, 2). 
 
Slika 1: Faze celičnega cikla. Prirejeno po (30). 
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1.2 NASTANEK RAKAVIH CELIC 
Rak je skupina bolezni, za katero je značilna nekontrolirana rast celic brez fiziološke funkcije 
za organ, v katerem pride do maligne transformacije celic. Rakave celice nastajajo pod 
vplivom kancerogenih dejavnikov, ki jih v grobem lahko razdelimo v tri skupne: kemični, 
fizikalni in biološki. Ti v celicah povzročajo mutacije genov, ki kontrolirajo celični cikel, 
apoptozo in popravilo DNA. Dve najpomembnejši skupini genov, katerih okvara je 
odgovorna za maligno transformacijo celic so protoonkogeni in tumor supresorski geni. 
Protoonkogeni nosijo zapise za beljakovine, ki spodbujajo celično delitev in diferenciacijo. 
Pri mutaciji teh genov pride do njihove aktivacije in nastanka onkogenov, ki vodijo do 
pospešene delitve celic. Tumor supresorski geni ali antionkogeni pa nosijo zapise za 
beljakovine, ki prekinejo celično razmnoževanje. Mutacija povzroči inaktivacijo teh genov in 
prevlado signalov za celično rast in delitev. Poleg teh genov pa je lahko vznik raka pri 
človeku povezan tudi z mutacijami drugih genov, ki so odgovorni za popravljanje napak pri 
prepisovanju DNA in prepoznavanju napak v genomu. Proces maligne transformacije pa se 
lahko pospeši tudi z mutacijami v genih, ki uravnavajo apoptozo in s ponovno aktivacijo 
encima telomeraze. Genske napake lahko vodijo do številnih sprememb v celici, ki jih lahko 
povežemo z rakom. Med te spadajo nenormalne signalne poti, neobčutljivost na signale, ki 
inhibirajo celično rast, spremembe v regulaciji celičnega cikla, izogibanje programirani 
celični smrti, nesmrtnost oz. neomejena delitev celic, sposobnost razvoja novih žil – 
angiogeneza ter vdor v druga tkiva (3, 4, 5). 
1.3 TERAPIJA RAKA 
Ključni cilj v terapiji raka je v popolnosti odstraniti ali uničiti tumorsko tkivo, ne da bi pri tem 
v preveliki meri poškodovali zdravo tkivo ali celo ogrozili pacientovo življenje. V uporabi je 
več različnih pristopov: kirurški poseg, radioterapija, kemoterapija, hormonska, biološka in 
genska terapija ter tarčno zdravljenje. Operacije in radioterapije se poslužujemo pri izoliranih 
in lokalno omejenih oblikah raka, medtem ko pri razširjenih in sistemskih oblikah uporabimo 
kemoterapijo ali imunoterapijo. Protitumorna zdravila se zaradi učinkovitosti zdravljenja 
največkrat uporabljajo v kombinaciji. Kombiniranje zdravil z drugačnim mehanizmom 
delovanja lahko prav tako zmanjša toksičnost zdravil in pojav rezistence. Zaradi 
kompleksnosti procesa pretvorbe zdravih celic v rakave obstaja veliko število tarč, na katere 
lahko delujemo z zdravili (3, 5, 6). 
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1.4 ŠAPERONI 
Proteini so najbolj raznovrstne in strukturno kompleksne makromolekule, ki so udeležene v 
skoraj vsakem biološkem procesu. Sestavljeni so iz več tisoč aminokislin, ki morajo zavzeti 
točno določeno trodimenzionalno obliko, da so biološko aktivni. Šaperoni so proteini, katerih 
ključna naloga je uravnavanje pravilnega zvitja proteinov ter ohranjanje njihove stabilne in 
aktivne oblike. Njihovo delovanje temelji na vezavi in stabilizaciji odvitih ali delno zvitih 
polipeptidnih verig, ki so vmesni intermediati v procesu, ki vodi do končne pravilno zvite 
oblike proteina. Odsotnost šaperonov bi povzročila nepravilno zvitje proteinov, agregacijo in 
nastanek netopnih kompleksov, kar bi vodilo do poškodbe celice. Najbolj izraženi so v 
patoloških okoliščinah, saj so pomembna zaščita proteinov pred stresom, ki bi lahko povzročil 
poškodbe celic (2, 5, 8). 
1.4.1 PROTEIN HSP90 
Protein toplotnega šoka 90 kDa (Hsp90) je od ATP odvisen molekularni šaperon, ki igra 
pomembno vlogo v številnih celičnih procesih, vključno s kontrolo celičnega cikla, preživetja 
celice, hormonskih in drugih signalih poti. Odgovoren je za pravilno zorenje in aktivacijo 
mnogih celičnih proteinov in njihovih kompleksov, ki so vpleteni v procesih prenosa 
signalov. Te proteine imenujemo klienti, med katerimi so najpogostejši kinaze, transkripcijski 
faktorji, tirozin kinaze, steroidni receptorji in še mnogi drugi. Protein Hsp90 se nahaja v štirih 
izoformah, v citoplazmi se nahajata Hsp90α in Hsp90β, GRP94 je prisoten v 
endoplazemskem retikulumu, TRAP-1 pa v mitohondriju. Sestavljajo ga tri strukturne 
domene: N-terminalna domena, M-domena in C-terminalna domena. N-terminalna domena 
vsebuje vezavno mesto za ATP, prav tako pa predstavlja pomembno tarčo nekaterih 
zaviralcev proteina Hsp90. Notranja domena M, ki povezuje obe terminalni domeni, je 
odgovorna za vezavo γ-fosfata, košaperonov in proteinov klientov. C-terminalna domena pa 
je odgovorna za dimerizacijo proteina ter služi kot alosterični regulator N-terminalne ATP-
azne aktivnosti. Povečano izražanje proteina Hsp90 je povezano s številnimi patološkimi 
stanji, kot so različne oblike raka, virusne okužbe in nevrodegenerativne bolezni (9, 10). 
1.4.2 ZAVIRALCI PROTEINA HSP90 
Mnogo Hsp90 klientov predstavlja ključne proteine, udeležene v poteh, ki vodijo do nastanka 
raka. Prav tako stresni pogoji v rakavih celicah, kot so acidoza, hipoksija in pomanjkanje 
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hranil, vodijo do povečanega izražanja proteina Hsp90 v teh celicah. Raziskave kažejo na 
veliko selektivnost zaviralcev proteina Hsp90 za tumorne celice nad normalnimi. Zaradi vseh 
naštetih razlogov se je v zadnjih desetletjih razvoj zaviralcev tega encima zelo povečal. 
Sinteza inhibitorjev je napredovala od prve generacije, ki predstavlja derivate naravnih 
produktov, do druge generacije popolnoma sintetičnih majhnih molekul. Največ razvitih 
zaviralcev deluje na protein v N-terminalni domeni. Med najbolj znanimi naravnimi produkti, 
ki posnemajo strukturo ATP v N-terminalnem delu proteina Hsp90 sta geldanamicin in 
radikokol, ki selektivno zavirata vezavo ATP in hidrolizo (slika 2). Čeprav sta se izkazala za 
preveč toksična in neprimerna za klinično uporabo, predstavljata pomembno podlago za 
razvoj bolj ustreznih derivatov s primernimi farmakokinetičnimi lastnostmi. V razvoju pa so 
tudi zaviralci, ki delujejo na C-terminalno domeno proteina ali vplivajo na povezave med 
Hsp90 in košaperoni (9, 10, 11). 
 
Slika 2: Struktura naravnih zaviralcev Hsp90: Geldanamicin (1) in Radikokol (2). Prirejeno 
po (11). 
 
1.5 ENCIMI TOPOIZOMERAZE 
Podvajanje molekule DNA je sestavljeno iz velikega števila korakov, ki morajo biti skrbno 
načrtovani, organizirani in nadzorovani, da ne pride do prenosa napačne genske informacije 
ali do prekinitve podvajanja. Proces se začne z razpiranjem dvojne vijačnice, nastali enojni 
polinukleotidni verigi pa delujeta kot matrici za kopiranje. Podvajanje se začne na točno 
določenem mestu na molekuli DNA in poteka v obe smeri, dokler se ne podvojita obe verigi. 
V tem semikonzervativnem procesu replikacije DNA je udeleženih mnogo encimov. 
Najpomembnejši encim je DNA-polimeraza, ki katalizira nastanek nove hčerinske verige (2, 
19). 
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Topoizomeraze so encimi, ki uravnavajo nivo dodatne zvitosti molekule DNA in tako 
vzdržujejo primerno terciarno strukturo molekule med replikacijo in transkripcijo v RNA, za 
svoje delovanje pa potrebujejo ATP. Njihova glavna naloga je reverzibilna cepitev verig DNA 
in njihova ponovna združitev. Ko pride do razpiranja dvojne vijačnice, molekula DNA pred 
replikacijskimi vilicami teži k rotaciji, ki bi brez delovanja encimov topoizomeraz vodila do 
zvitja krožne molekule DNA, kar bi sčasoma ustavilo proces podvajanja (2, 5). Mehanizem 
delovanja je prikazan na sliki 3. 
 
Slika 3: Mehanizem delovanja topoizomeraz. Prirejeno po (2). 
Najbolj groba razdelitev topoizomeraz je v dve skupini: tip I in tip II. Tip I topoizomeraz cepi 
eno verigo DNA, medtem ko tip II cepi obe verigi. Glede na organizem, mehanizem cepitve 
in aminokislinsko zaporedje pa obstaja še kompleksnejša razdelitev. 
Človeška topoizomeraza II se nahaja v dveh izooblikah: α in β, ki imata ločen genski zapis. 
Pomembne razlike se kažejo v velikosti encima, afiniteti do različnih topoloških stanj 
molekule DNA ter izražanju v celicah različnih tkiv. Struktura človeške topoizomeraze II še 
ni popolnoma znana, vendar lahko na podlagi posameznih delov in podobnosti z ostalimi 
topoizomerazami tipa II sklepamo o zgradbi proteina. Encim je homodimer in vsak protomer 
vsebuje tri enote: N-končno, centralno in C-končno enoto. N-končni del je znan tudi kot ATP-
azna domena, ker ga med drugim sestavlja tudi ATP-vezavno mesto. Na sliki 4 je prikazana 
kristalna struktura topoizomeraze II kvasovk, ki je zelo podobna človeškemu encimu (2). 
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Slika 4: Kristalna struktura topoizomeraze II kvasovk, ki je zelo podobna človeški DNA-
topoizomerazi  IIα, v kompleksu z dvojno vijačnico DNA. Prirejeno po (13). 
1.5.1 ZAVIRALCI ČLOVEŠKE DNA-TOPOIZOMERAZE IIα 
Topoizomeraze so zaradi svoje pomembne vloge pri sintezi molekule DNA dobro 
uveljavljene tarče delovanja protitumornih učinkovin v človeških celicah in protibakterijskih 
učinkovin v bakterijskih celicah. 
Protitumorne učinkovine zavirajo delovanje človeške DNA-topoizomeraze IIα in se 
uporabljajo v terapiji različnih oblik raka. Po mehanizmu delovanja jih v grobem lahko 
razdelimo na topoizomerazne strupe in katalitične inhibitorje, oboji pa so razdeljeni na še več 
podskupin, kar prikazuje slika 5 (13, 14). 
 
Slika 5: Razdelitev protitumornih učinkovin, ki delujejo kot zaviralci človeške DNA- 
topoizomeraze IIα. Povzeto po (13). 
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Topoizomerazni strupi stabilizirajo sicer kratkoživ kompleks med encimom in molekulo DNA 
ter tako povzročijo nastanek trajnih prekinitev DNA in celično smrt. Interkalirajoče 
učinkovine se vrinejo med bazne pare DNA in otežijo ponovno združitev verig, 
neinterkalirajoče pa se vežejo na encim in motijo njegovo delovanje. Kovalentni strupi pa 
povzročijo poškodbe celic, ker se preko redoks reakcij kovalentno vežejo na encim. Nekateri 
izmed najbolj znanih topoizomeraznih strupov so prikazani na sliki 6 (13, 14). 
 
Slika 6: Primeri topoizomeraznih strupov. Prirejeno po (32). 
Predvsem zaradi neželenih učinkov topoizomeraznih strupov je področje razvoja katalitičnih 
zaviralcev zelo aktivno. To so učinkovine, ki zavirajo delovanje encima topoizomeraze na 
različnih stopnjah katalitičnega cikla, kot je prikazano na sliki 7. Lahko preprečujejo vezavo 
encima na DNA, tekmujejo z ATP za vezavo na encimu, zavirajo cepitev DNA ali hidrolizo 
ATP (13). 
 
Slika 7: Shema delovanja topoizomeraze IIα z označenimi mesti, kjer delujejo katalitični 
inhibitorji. Povzeto po (13). 
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1.6 PROTIBAKTERIJSKE UČINKOVINE  
Bakterije so enocelični organizmi, ki jih je prvi identificiral Leeuwenhoek leta 1670. Šele v 
19. stoletju pa so začeli bakterije povezovati z nastankom bolezni. Patogene bakterije v našem 
telesu povzročijo bakterijske infekcije in bolezni, ki so lahko vzrok smrti. Zaradi evolucijskih 
pritiskov in nepravilne uporabe protibakterijskih zdravil se pojavlja vedno več bakterijske 
odpornosti, kar je glavni razlog, da je področje razvoja antibiotikov zelo aktivno in na trg 
prihajajo vedno nova zdravila (5, 6, 7). 
Selektivna toksičnost 
Antibiotiki so bakterijski metaboliti ali njihovi sintetični analogi, ki zavirajo rast in preživetje 
mikroorganizmov brez resnih toksičnih učinkov na gostitelja. Opisano delovanje imenujemo 
selektivna toksičnost, ki temelji na razlikah med človeško evkariontsko in bakterijsko 
prokariontsko celico. Bakterijske celice nimajo definiranega jedra, njihova zgradba v 
primerjavi s človeško pa je preprostejša, z manj organeli. Poleg celične membrane je 
prokariontska celica obdana še s celično steno. Bakterije lahko sintetizirajo nekatere 
esencialne vitamine, medtem ko je pri ljudeh nujno zaužitje s hrano. Razlike med 
evkariontsko in prokariontsko celico so prikazane na sliki 8 (5,6). 
 
Slika 8: Primerjava evkariontske in prokariontske celice. Prirejeno po (31). 
 
 9  
 
Mehanizem delovanja protibakterijskih učinkovin: 
Poznamo 5 mehanizmov delovanja protibakterijskih učinkovin. Vsi temeljijo na zaviranju 
tistih tarč, ki so značilne za bakterijske celice in ne človeške. 
Zaviranje celičnega metabolizma  
Učinkovine, ki delujejo preko zaviranja celičnega metabolizma, se imenujejo antimetaboliti. 
Za njih je značilno, da zavirajo metabolizem bakterije, ne pa gostitelja. To lahko dosežemo na 
dva načina. Prvi način poteka z zaviranjem. In  sicer tako, da zavirajo encimsko katalizirane 
reakcije, ki so prisotne zgolj v bakterijski celici, ne pa tudi v človeški. Najbolj znani 
predstavniki protibakterijskih učinkovin, ki delujejo po tem mehanizmu, so sulfonamidi. 
Druga možnost pa je zaviranje encimsko kataliziranih reakcij, ki so prisotne v obeh celicah, 
vendar učinkovine izkazujejo izrazito večjo selektivnost za encime bakterijske celice (5).  
Inhibicija sinteze celične stene 
Bakterijska celična stena je polprepustna bariera, skozi katero lahko prehajajo le določene 
snovi. Zagotavlja trdnost bakterije in jo varuje pred spremembami v osmotskem tlaku ter 
preprečuje razgradnjo celice z gostiteljevimi encimi. Glavna sestavina celične stene je 
peptidoglikan, ki ga sestavljajo peptidne in sladkorne enote. Med aminosladkorje spadata N-
acetilmuraminska kislina (NAM) in N-acetilglukozamin (NAG), ki se med seboj povezujeta v 
vodoravne strukture. Na NAM-aminosladkorje pa se pripenjajo peptidi, ki se med sabo prečno 
povezujejo. Encim, ki pri tem sodeluje, pa se imenuje transpeptidaza. Celična stena Gram 
pozitivnih in Gram negativnih bakterij se razlikuje. Stena Gram pozitivnih bakterij je 
sestavljena iz do 100 plasti peptidoglikana, medtem ko steno Gram negativnih bakterij 
sestavljata le ena ali dve plasti peptidoglikana, ima pa tudi dodatno zunanjo membrano. 
Človeška celica nima celične stene, zato učinkovine, ki zavirajo sintezo le-te, delujejo le na 
prokariontske celice, na evkariontske pa nimajo vpliva. Zaviranje sinteze celične stene 
povzroči njeno večjo prepustnost, lizo celice in celično smrt (5, 6). 
Interakcija  s celično membrano 
Peptidi valinomicin, gramicidin A in daptomicin so učinkovine, ki se vežejo na celično 
membrano bakterij in tvorijo ionofor, kar povzroči spremembo permeabilnosti celične 
membrane in nekontroliran prehod ionov skozi le-to. Posledica je hitra celična smrt zaradi 
izgube ionov (5). 
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Oviranje biosinteze proteinov 
Eden izmed najučinkovitejših protibakterijskih mehanizmov je oviranje biosinteze proteinov. 
Učinkovine se vežejo na ribosome in prekinejo sintezo ključnih proteinov in encimov, ki so 
potrebni za delovanje in preživetje bakterijske celice. Selektivna toksičnost temelji na razlikah 
v prepustnosti bakterijske in človeške celice ali na strukturnih razlikah ribosomov. 
Predstavniki te skupine so tetraciklini, aminoglikozidi, makrolidi, kloramfenikol in 
oksazolidinoni. Tetraciklini se vežejo na podenoto 30S ribosoma in preprečijo vezavo t-RNA, 
s tem se zaustavi dodajanje novih aminokislinskih skupin k nastajajočemu proteinu. Makrolidi 
so bakteriostatični antibiotiki, ki z vezavo na podenoto 50S ribosoma zavirajo tvorbo nove 
peptidne vezi. Aminoglikozidi se ireverzibilno vežejo na podenoto 30S ribosoma in v višjih 
koncentracijah povzročijo popolno zaustavitev biosinteze proteinov, v nižjih pa sintezo 
nesmiselnih, kratkih proteinov (5, 6). 
Inhibicija transkripcije, replikacije in zvijanja DNA 
Kinoloni in fluorokinoloni so učinkovine, ki zavirajo replikacjo in transkripcijo bakterijske 
DNA, tako da stabilizirajo kompleks med DNA in topoizomerazo. Bakterije vsebujejo dve 
vrsti topoizomeraz, in sicer DNA-girazo in topoizomerazo IV. Ključna tarča v Gram 
pozitivnih bakterijah je kompleks med DNA in topoizomerazo IV, v Gram negativnih pa med 
DNA in DNA girazo (5). 
1.6.1 ZAVIRALCI BAKTERIJSKE TOPOIZOMERAZE IV IN DNA-GIRAZE 
V bakterijski celici se nahajata dve vrsti topoizomeraz tipa II: DNA-giraza in topoizomeraza 
IV. Oba encima sta sposobna sprostiti negativne oziroma pozitivne superzavoje DNA. Za 
katalitično aktivnost encima pa je potrebna hidroliza ATP-ja. Giraza je sestavljena iz dveh 
podenot: GyrA in GyrB, ki tvorita heterodimer GyrA2GyrB2.  Podenota A je odgovorna za 
vezavo DNA, cepitev in ponovno združitev verig, podenota B pa za vezavo ATP-ja. Vloga 
topoizomeraze IV še ni popolnoma znana, ugotovljeno pa je, da je odgovorna za razpletanje 
hčerinskih verig DNA na koncu podvojitve kromosoma. Prav tako kot giraza je sestavljena iz 
dveh podenot, ki sta homologni GyrA in GyrB, in sicer parC in parE (5, 6, 15, 16, 18). 
Protibakterijske učinkovine, ki zavirajo delovanje encimov bakterijske DNA-giraze in 
topoizomeraze IV lahko razvrstimo v dve skupini: zaviralci vezavnega mesta ATP in zaviralci 
katalitičnega mesta. Prvi se vežejo v vezavni žep ATP ter s tem preprečijo vezavo ATP, ki 
predstavlja vir energije za delovanje encima. Zaviralci katalitičnega mesta pa stabilizirajo 
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kompleks med DNA in podenoto encima, ki je odgovorna za njegovo katalitično aktivnost. 
Topoizomeraza IV je ključna tarča v Gram pozitivnih bakterijah, v Gram negativnih pa je to 
DNA-giraza (5, 13). 
Najbolj številni so zaviralci katalitičnega mesta encima, ki stabilizirajo kompleks med DNA 
in podenoto GyrA oz. ParC, ki sta odgovorni za katalitično aktivnost topoizomeraze. Zaradi 
vse pogostejšega pojava rezistence med temi učinkovinami, se razvoj usmerja v sintezo 
GyrB/ParE zaviralcev. To so spojine, ki se vežejo v ATP-vezavni žep in preprečujejo vezavo 
ATP-ja, ki predstavlja vir energije za delovanje encima (5, 12).  
 
1.7 METODE ZA DOLOČANJE CITOTOKSIČNOSTI  
Citotoksičnost predstavlja lastnost učinkovine, da povzroči celično smrt. Učinki toksičnih 
učinkovin so največkrat odvisni od koncentracije teh učinkovin in vrste celice. In vitro 
metode za določanje citotoksičnosti spojin temeljijo na karakteristikah celice, katerih 
spremembe lahko izmerimo. Med te spremembe štejemo encimsko aktivnost, aktivnost 
celične membrane, celično adherenco, produkcijo adenozin trifosfata (ATP) in koencima ter 
aktivnost nukleotidnega privzema. S temi meritvami določimo celično viabilnost, ki 
predstavlja število živih in funkcionalnih celic ter vpliv testne spojine na celično proliferacijo. 
Večina testov se opravlja na mikrotitrskih ploščicah, ki omogočajo testiranje večjega števila 
učinkovin hkrati (20, 21, 22). 
 
1.7.1 VITALNA BARVILA IN FORMACIJA KOLONIJ 
 Barvanje s tripan modrim 
 
Slika 9: Kemična struktura tripan modrega. Povzeto po (33). 
Razlikovanje med mrtvimi in živimi celicami omogočajo barvila, ki so fluorescentne ali 
obarvane molekule. Najpogosteje so v uporabi barvila, ki ne morejo prehajati nepoškodovane 
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celične membrane. Ena izmed najstarejših in najbolj uporabljenih metod za določanje celične 
viabilnosti je uporaba tripan modrega. Tripan modro je barvilo, ki prehaja poškodovano 
membrano mrtve celice in jo obarva modro. Celična živost se izračuna kot delež živih celic. 
Za štetje celic se najpogosteje uporabljata hemocitometer in svetlobni mikroskop (20, 21, 28). 
 Kalcein-AM 
Kalcein-AM je barvilo, ki se uporablja za označevanje živih celic. Zaradi svojih lipofilnih 
lastnosti z lahkoto prehaja celično membrano. Intracelularne esteraze v živih celicah 
hidrolizirajo kalcein-AM do fluorescentnih produktov, za katere je celična membrana 
neprepustna. Fluorescenca, ki jo izmerimo, je sorazmerna številu živih celic (21). 
 Test kolonizacije 
Test kolonizacije temelji na številu celic, ki in vitro tvorijo kolonije. Ker so celice nasajene v 
nižji gostoti, se število kolonij določi po določenem obdobju rasti. Metoda je dolgotrajna in ni 
primerna za večje število vzorcev. Uporablja se tudi za določanje celične proliferacije, čeprav 
je za ta namen bolj pogosta metoda merjenja sinteze DNA (21). 
1.7.2 MERJENJE ZNOTRAJCELIČNIH PROTEINOV 
Ena izmed najbolj zanesljivih metod za določevanje celične smrti je merjenje proteinov, ki se 
po poškodbi celične membrane sprostijo iz celice. Prisotnost teh označevalcev kaže na 
citotoksični vpliv izbrane učinkovine (21). 
LDH-test 
Laktat dehidrogenaza je stabilen encim, ki se po poškodbi celične membrane ob celični smrti 
sprosti iz celice. Sproščeni encim merimo s 30-minutnim encimskim testom, katerega končni 
rezultat je pretvorba tetrazolijeve soli v rdeče obarvan produkt. Test je dvostopenjski. V 
prvem koraku pride do oksidacije laktata v piruvat, pri čemer se NAD+ reducira v NADH/H+. 
V drugi stopnji pa encim diaforaza katalizira redukcijo tetrazolijeve soli v rdeče obarvan 
formazan. Shematični prikaz encimskega LDH-testa je prikazan na sliki 10. Za merjenje 
absorbance se uporablja spektrofotometer. Količina nastalega barvila je sorazmerna številu 
mrtvih celic (27). 
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Slika 10: Shematski prikaz dvostopenjskega encimskega testa določanja LDH. Prirejeno po 
(27). 
1.7.3 MERJENJE METABOLNE AKTIVNOSTI CELIC 
 MTT-test 
Test MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev bromid) temelji na metabolni 
aktivnosti celic. Le celice z aktivnim metabolizmom so sposobne redukcije MTT-substrata do 
vijolično obarvanega formazana, mrtve celice to sposobnost izgubijo (slika 11). Količino 
nastalega formazana določimo z merjenjem absorbance pri 570 nm in je sorazmerna številu 
živih celic v vzorcu. Obarvan produkt, ki nastane po pretvorbi MTT-ja je netopen in se 
akumulira v celicah, blizu celične površine in v mediju, zato ga je treba pred merjenjem 
raztopiti. Znanih je več metod raztopitve formazanskega produkta: kisel izopropanol, DMSO, 
dimetilformamid, SDS ter kombinacija detergenta in organskega topila (20, 24). 
 
Slika 11: Pretvorba MTT-substrata do formazana pod vplivom mitohondrijske reduktaze. 
Prirejeno po (34). 
 
 
 14  
 
 MTS-test 
MTS je prav tako tetrazolijeva sol, ki jo metabolno aktivne celice reducirajo v obarvan 
formazan, produkt pa je topen v mediju. Test je preprostejši od MTT-metode, saj ni potreben 
korak raztopitve precipitata, ki ga tvori formazan. Količina nastalega barvila se določi z 
merjenjem absorbance pri 490 nm in je sorazmerna številu živih celic v vzorcu (20, 23). 
 Redukcija resazurina 
Resazurin prehaja v celice in se uporablja kot redoks označevalec celične viabilnosti. Je topen 
v fizioloških pufrih, kjer lahko opazimo temno modro obarvanje raztopine. Po dodatku k 
celicam ga metabolno aktivne pretvorijo v resorfin, ki je roza obarvan in fluorescenten. 
Količina nastalega resorfina je proporcionalna številu živih celic, določimo pa jo z merjenjem 
fluorescence ali spremembe v absorbanci. V ta namen uporabljamo fluorometer s posebnim 
setom filtrov. Merjenje sprememb v absorbanci se uporablja redkeje, saj je mnogo manj 
občutljivo kot merjenje flourescence. Po končanem tretiranju celic z izbranimi učinkovinami 
in dodatku reagenta je potrebna inkubacija, nato pa merjenje fluorescence. Čas inkubacije je 
od 1 do 4 ur in je odvisen od več dejavnikov: metabolične aktivnosti posameznega tipa celic, 
celične gostote v luknjicah ploščice ter ostalih pogojev testa, vključno z medijem (20, 25). 
ATP-test 
Gre za zelo občutljiv test, pri katerem merimo količino znotrajceličnega ATP-ja – adenozin 
trifosfata, ki velja za enega izmed najboljših označevalcev celične živosti. Signal je pojav 
luminiscence, ki nam kaže prisotnost metabolno aktivnih celic. Ko celica izgubi membransko 
integriteto,  se ATP preneha sintetizirati, endogene ATP-aze pa hitro razgradijo preostali ATP 
v citoplazmi. Reagent za detekcijo ATP-ja vsebuje detergent za lizo celic, ATP-azne 
inhibitorje za stabilizacijo ATP-ja, ki se po lizi sprosti iz celice, luciferin kot substrat in 
stabilno obliko encima luciferaze, ki katalizira reakcijo, v kateri nastanejo fotoni svetlobe. 
Velikost luminiscenčnega signala je sorazmerna količini znotrajceličnega ATP-ja, ta pa 
številu živih celic. Signal se pojavi približno 10 minut po dodatku reagenta in traja več ur (20, 
26). 
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2 NAMEN DELA 
Rak in bakterijska obolenja predstavljajo eno izmed največjih težav sodobnega zdravstva. Pri 
rakavih obolenjih je ključen cilj odkriti nove učinkovine, ki bi selektivno delovale na rakave 
celice, hkrati pa ne bi imele pomembnega vpliva na zdrave celice ter tako ne bi ogrožale 
pacientovega zdravja. Pri protibakterijskih učinkovinah pa je pomembna selektivnost, kjer gre 
za razlikovanje med človeškimi in bakterijskimi celicami. Prav tako veliko problematiko 
predstavlja razvoj bakterijske odpornosti zaradi nepravilnega predpisovanja in uporabe 
zdravil. Področje iskanja novih tarč ter razvoja novih protitumornih in protibakterijskih 
učinkovin je zaradi zgoraj naštetih razlogov zelo aktivno. 
Na Katedri za farmacevtsko kemijo na Fakulteti za farmacijo so sintetizirali učinkovine, ki 
delujejo na različne tarče, ki so udeležene v rakavih in bakterijskih obolenjih. V magistrski 
nalogi bomo uporabili potencialne protitumorne učinkovine, ki delujejo preko zaviranja 
človeške topoizomeraze IIα ter proteina Hsp90, protibakterijske pa zavirajo bakterijske 
topoizomeraze: DNA-girazo B in topoizomerazo IV. Topoizomeraze spreminjajo topološka 
stanja molekule DNA ter igrajo pomembno vlogo pri podvojevanju in prepisovanju DNA. 
Protein toplotnega šoka Hsp90 pa je odgovoren za pravilno zorenje in aktivacijo proteinov, 
izmed katerih jih je mnogo udeleženih v signalnih poteh, ki vodijo do nastanka raka.  
Naš namen je ovrednotiti vpliv izbranih spojin na živost rakavih celic. Pri potencialnih 
protitumornih učinkovinah želimo dokazati njihovo učinkovitost, ki jo dosežejo s 
citotoksičnim delovanjem na humane celice. Zaviralce bakterijskega encima pa želimo 
ovrednotiti s stališča varnosti, kjer so zaviralni učinki na izbrano celično linijo neželeni. Kot 
in vitro model bomo izbrali humano celično linijo epitelijskih celic raka dojke – MCF-7, ki se 
v literaturi pogosto navaja kot dober pokazatelj celične proliferacije in tudi estrogenske 
dejavnosti. Z MTS-testom celične živosti bomo na celični liniji najprej testirali večje število 
izbranih spojin pri koncentraciji 50 µM ter določili njihovo zaviralno aktivnost glede na 
negativno kontrolo. Za pozitivno kontrolo bomo uporabili etopozid v koncentraciji 50µM in 
100µM, negativna kontrola pa bo 0,5% DMSO. Učinkovine, ki bodo zavirale rast rakavih 
celic v zadostnem deležu, bomo znova testirali v širšem koncentracijskem območju. Na 
podlagi teh rezultatov bomo iz koncentracijske krivulje določili IC50, ki predstavlja 
koncentracijo učinkovine, pri kateri pride do polovično zmanjšane celične živosti. Načrt 
eksperimentalnega dela je shematsko prikazan na sliki 12. 
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Slika 12: Shematski prikaz vrednotenja spojin. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gojenje celic Presejalni testi – 
vrednotenje aktivnosti 
spojin pri 50 µM 
Določanje odnosa med 
koncentracijo in zaviralnim 
učinkom  
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 MATERIALI 
3.1.1 CELIČNA LINIJA MCF-7  
Celična linija MCF-7 (Michigan Cancer foundation) je poimenovana po inštitutu, kjer je bila 
izolirana. To jim je uspelo leta 1970 pri 69-letni ženski z adenokarcinomom dojk. Gre za eno 
izmed najbolj proučevanih celičnih linij raka dojke na svetu. Celice so običajne velikosti 20–
25 mikronov, so enostavne za gojenje in spadajo med počasneje rastoče – čas podvojitve je 
30–40 ur. (35). 
 
Slika 13: Celična linija MCF-7 pri nizki in visoki gostoti. Prirejeno po (35). 
 
3.1.2 KONTROLE IN IZBRANE UČINKOVINE 
Spojine, ki smo jih testirali, so bile sintetizirane v sklopu projekta IMI-Enable oz. drugih 
magistrskih in doktorskih nalog. Ker le-te še niso bile patentirane, njihovih struktur v 
magistrski nalogi ne navajam. Izbrali smo jih na podlagi njihove predhodno izkazane 
aktivnosti na posameznih encimih. Spojine, ki smo jih uporabili pri testiranju, so pripravljene 
v DMSO-ju pri koncentraciji 10 mM in shranjene v kriovialah pri -20 °C. Za nanos na 
mikrotitrsko ploščico smo potrebovali spojine pri koncentraciji 50 µM. Testiranje smo izvajali 
v treh paralelkah, zato smo si pripravili vsako učinkovino pri koncentraciji 150 µM. Za 
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pozitivno kontrolo smo uporabili etopozid pri koncentraciji 100 µM in 50 µM, ki smo ga 
pripravili iz 100 mM etopozida v DMSO-ju,  shranjenega pri -20 °C. 
 
3.1.3 REAGENTI 
Preglednica I:  Seznam reagentov, ki smo jih uporabili za izdelavo medija za celice MCF-7. 
medij za MCF-7 celice 
 Proizvajalec/oznaka 
Mimimum Esential Media (MEM) s fenol 
rdečim 
51200087, Gibco-Omega 
10% fetalni goveji serum 16M289, Sigma 
L-glutamin 200 mM, razredčen na končno 
koncentracijo 2 mM 
25030081, Omega 
0,5 ml inzulin 10 mg/ml Sigma-Aldrich 
5 ml penicilina 100 UI/ml in streptomicina  
100 µg/ml – Pen Strep  
Sigma-Aldrich 
 
Preglednica  II: Seznam preostalih kemikalij, ki smo jih uporabili v magistrski nalogi. 
ostale kemikalije 
 Proizvajalec/oznaka 
DMSO – dimetilsulfoksid (C2H6OS) Merck 
PBS –  fosfatni pufer Gibco 
Tripsin Gibco 
Barvilo Tripan modro (C34H28N6O14S4) Sigma-Aldrich 
MTS-reagent (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-
karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)- 
H-tetrazolijeva sol) 
Promega 
96% etanol KEFO d. o. o. 
 
Preglednica III: Seznam laboratorijskih aparatur, ki smo jih uporabili v magistrski nalogi. 
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laboratorijske aparature 
 Proizvajalec/model 
Komora z laminarnim pretokom zraka – LAF 
komora (37 °C, 5 % CO2) 
Iskra PIO 
Centrifuga Tehtnica Centric 322A 
Vibracijski mešalnik Tehtnica Vibromix 10 
Inkubator Sanyo MCO-18AIC 
Invertni svetlobni mikroskop Olympus CKX41 
Aspirator Integra Vacusafe 
Analitska tehtnica Mettler Toledo AG 245 
Namizna centrifuga Neolab Mini Centrifuge GMC-060 
Hemocitometer Assistent Germany 
Čitalec mikrotitrskih ploščic Biotek Synergy HT 
Hladilnik 4 °C Gorenje 
zamrzovalnik -20 °C Gorenje 
zamrzovalna omara -80 °C Sanyo 
 
3.1.4 LABORATORIJSKA OPREMA IN PRIPOMOČKI 
Preglednica IV: Seznam laboratorijske opreme in pripomočkov, ki smo jih uporabili pri 
magistrski nalogi. 
laboratorijska oprema in pripomočki 
 Proizvajalec 
sterilna gojitvena posoda 75 cm2 in 25 cm2 TPP 
plastične epruvete in mikrocentrifugirke: 1,5 
ml ali 2 ml 
ISOLAB 
serološke pipete za enkratno uporabo: 1, 5, 
10, 25, 50 ml 
TPP 
centrifugirne epruvete: 15 ml in 50 ml TPP 
nastavki za pipete Sartorius 
krioviale 1 ml TPP 
polavtomatske pipete: 10–100 µL, 100–1000 Gilson, Eppendorf  
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µL in 0,5–10 µL 
avtomatska večkanalna pipeta Biohit 
pipetor Integra 
mikrotitrska prozorna ploščica s 96 
vdolbinicami 
TPP 
 
3.2 METODE 
3.2.1 ASEPTIČNO DELO V LAF-KOMORI 
Pri našem eksperimentalnem delu smo delali z živimi celicami, ki potrebujejo strožje delovne 
pogoje. Za vstop v delovni prostor je potrebna posebna zaščitna obleka in obutev. Delo je 
potekalo v aseptičnih pogojih, v komori z laminarnim pretokom prečiščenega zraka skozi 
HEP-filtre. Obvezna je bila uporaba rokavic, ki smo jih pred vsakim vstopom v komoro 
razkužili s 70% etanolom. Prav tako je bilo potrebno razkužiti ves material in naprave preden 
smo jih vnesli v komoro. Pred začetkom in po koncu dela smo vse površine komore temeljito 
obrisali s 70% etanolom ter komoro sterilizirali z UV-svetlobo, ki smo jo pustili prižgano vsaj 
pol ure. Vse odpadke, ki so prišli v stik s celicami, smo odvrgli v posebej za to namenjene 
zabojnike za biološke odpadke. Pod nesterilnimi pogoji je potekalo opazovanje in štetje celic 
ter merjenje absorbance pri MTS-testu.  
3.2.2 GOJENJE CELIC 
Celice so shranjene v 10% raztopini dimetilsulfoksida, ki deluje kot krioprotektant in ščiti 
celice pred okvaro pri nizkih temperaturah. Hranimo jih v vialah, zamrznjene pri -80 °C. 
Viale smo vzeli iz zamrzovalnika in celice začeli takoj segrevati v vodni kopeli pri 37 °C. 
Zaradi citotoksičnih vplivov DMSO-ja na celice, smo jim takoj, ko so se odtalile, dodali 
pripravljen medij (9 ml), da smo suspenzijo čim prej razredčili. Celice smo nato centrifugirali 
in po končanem postopku odstranili supernatant, s čimer smo se znebili večine prisotnega 
dimetilsulfoskida. Preostale celice smo najprej dobro suspendirali v 1 ml medija, nato pa 
dodali še preostalo količino medija (8–9 ml). Nastalo suspenzijo smo prenesli v 25 cm3 
gojitveno posodo in jo postavili v inkubator. Celično kulturo smo gojili v za to namenjenem 
inkubatorju, ki zagotavlja optimalne pogoje za celično rast, to so: 100% vlažnost,  37 °C in 
zračna atmosfera s 5 % CO2. Celicam smo vsak dan zamenjali medij in se s tem znebili 
odmrlih celic, ki se niso pritrdile na dno gojitvene posode. Pod svetlobnim mikroskopom smo 
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opazovali delež preraščenosti dna gojitvene posode s celicami in ko je ta dosegla 70–80 %, 
smo jih presadili. 
 
3.2.3 PRESEJEVANJE CELIC 
MCF-7 celice smo presejevali na 4 dni. V 75 cm3 gojitveno posodo smo presadili 1,5–2*106  
celic. Vse potrebne reagente, razen tripsina, smo predhodno segreli v vodni kopeli na 37 °C. 
Tripsin bi namreč s segrevanjem izgubil svojo aktivnost. Postopek smo pričeli z 
odstranjevanjem medija s pomočjo aspiratorja. Celicam smo nato dodali 5 ml PBS in 
gojitveno posodo narahlo pretresli, potem pa znova odstranili z aspiratorjem. Pri tem smo bili 
zelo pozorni, da se nismo dotikali dna posode, ker bi lahko poškodovali pritrjene celice. S 
fosfatnim pufrom smo sprali celice in s tem poskrbeli, da smo popolnoma odstranili medij, 
katerega sestavine bi lahko v naslednji stopnji inaktivirale tripsin. Celicam smo dodali 2,5 ml 
tripsina, tj. encim, ki odlepi celice od podlage. Posodo smo postavili v inkubator na 37 °C in 
pustili, da deluje 5 minut. Čas je bilo potrebno natančno nadzorovati, saj predolgo delovanje 
encima lahko deluje toksično na celice. Po inkubaciji smo pod svetlobnim mikroskopom 
preverili, če so se vse celice odlepile ter nato zaustavili delovanje tripsina z dodatkom 7,5 ml 
medija. Nastalo celično suspenzijo smo centrifugirali ter odstranili supernatant. Celice smo 
najprej dobro resuspendirali v 1 ml medija, nato pa mu dodali še 4 ml medija. Za štetje celic 
smo si pripravili 40 µL te suspenzije in 40 µL barvila tripan modrega ter celice prešteli s 
pomočjo hemocitometra. Izračunali smo ustrezno koncentracijo in jih presadili v novo 75 cm3 
gojitveno posodo. 
3.2.4 ŠTETJE CELIC 
Celice smo šteli med vsakim postopkom presaditve, saj smo le tako lahko določili ustrezno 
koncentracijo za nadaljnje gojenje. Po centrifugiranju celične suspenzije smo odstranili 
supernatant in celice resuspendirali v 5 ml medija. V epici smo združili 40 µL te suspenzije in 
enako količino barvila tripan modrega. Tripan modro je barvilo, ki prodre v mrtve celice in jih 
obarva temno modro, žive celice pa ostanejo svetlejše. 10 µL tako pripravljene suspenzije 
smo nanesli na hemocitometer in pod svetlobnim mikroskopom prešteli število živih celic v 
vsakem izmed 4 kvadrantov (slika 14). 
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Slika 14: Celotno vidno polje hemocitometra z označenimi štirimi kvadranti, kjer štejemo 
celice. Povzeto po (36). 
Celotno število celic nato izračunamo po enačbi: 
Število celic/ml = (
𝑛1+n2+n3+n4
4
 )* 2 * 104 
n1,n2,n3,n4: število celic v posameznem kvadrantu 
2: faktor redčenja celične suspenzije z barvilom  
104: faktor, s katerim pomnožimo, da dobimo število celic v 1 ml 
Enačba 1: Izračun števila celic v 1 ml celične suspenzije. 
3.2.5 PRIPRAVA MEDIJA 
Celična kultura MCF-7 za optimalno rast potrebuje medij s točno določeno sestavo. Glavni 
delež predstavlja Medium Esential Media (MEM), kateremu smo dodali ustrezne dodatke. 
Vse reagente smo predhodno segreli v vodni kopeli na 37 °C. Nato smo združili 450 ml 
MEM-a, 50 ml fetalnega govejega seruma (FBS), 5 ml L-glutamina, 500 µL inzulina in 5 ml 
penicilina/streptomicina (Pen/Strep). Tako pripravljen medij smo dobro premešali in ga 
razporedili v 50-ml epruvete ter ga shranili v hladilniku do uporabe. 
3.2.6 PRIPRAVA UČINKOVIN 
Učinkovine, ki so pripravljene v DMSO-ju v koncentraciji 10 mM, smo vzeli iz skrinje ter jih 
pustili na sobni temperaturi dokler se niso odtalile. V presejalnem testu, kjer smo vse spojine 
uporabili pri enaki koncentraciji, smo za redčenje uporabili medij za MCF-7 celice. Spojine 
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pri koncentraciji 50 µM smo pripravili tako, da smo k 7,5 µL dodali 0,5 ml medija. V 
nadaljevanju, ko smo vsako spojino testirali v širšem koncentracijskem območju, pa smo jih 
redčili z 1,5% DMSO v mediju. Tega smo si vedno pripravili svežega, tik preden smo ga 
uporabili, služil pa nam je tudi kot negativna kontrola. Med tretiranjem smo na ploščici k 100 
µL celične suspenzije v luknjico dodali 50 µL testne spojine. Da smo dobili ustrezno 
koncentracijo na ploščici, smo si v epicah pripravili učinkovine s trikrat višjo koncentracijo. 
Ker smo spojine nanašali v triplikatih, smo morali biti pozorni, da smo si pripravili dovolj 
velik volumen raztopin. Na sliki 15 je prikazan primer redčenja učinkovine do ustreznih 
koncentracij. Koncentracije, ki so navedene, se nanašajo že na končno vrednost, po dodatku k 
celični suspenziji. Etopozid, ki je bil naša pozitivna kontrola, je bil shranjen v koncentraciji 
100 mM v DMSO-ju v skrinji. Po odtalitvi smo si pripravili 20-mM in 10-mM etopozid v 
DMSO-ju, katerega smo nato redčili v mediju do ustrezne koncentracije. 
Spojina 
10 
mM 
7,5 
µL 50 
µM 
250 
µL 25 
µM 
200 
µL 10 
µM 
200 
µL 5 
µM 
50 
µL 1 
µM 
300 
µL 0,1 
µM 0,5% 
DMSO 
0,5 
ml 
250 
µL 
300 
µL 
200 
µL 
200 
µL 
270 
µL 
Slika 15: Shema priprave spojine v različnih koncentracijah. 
3.2.7 MTS-TEST 
Celice smo najprej nasadili na testno ploščico, ki vsebuje 96 lukenj z volumnom 0,1 ml. V 
vsako luknjo smo z večkanalno pipeto nanesli 100 µL celične suspenzije, ki smo jo pripravili 
tako, da je bila koncentracija na ploščici 2000 celic/luknjo. Zadnje tri luknje smo pustili 
prazne, da so nam služile kot slepa kontrola – brez celic. Zaradi robnega efekta v robne 
luknjice nismo nasadili celic, temveč smo uporabili le 100 µL medija. Po 24 urah inkubacije 
pri 37 °C in 5% atmosferi CO2 smo celice tretirali z dodatkom 50 µL raztopin izbranih spojin. 
V enaki količini smo nanesli  negativno kontrolo – 0,5% DMSO, kot pozitivno pa 
topoizomerazni strup etopozid v koncentraciji 100 µM in 50 µM. V luknjice s slepo kontrolo 
in robne luknje smo namesto spojin dodali 50 µL medija. Ves postopek smo izvajali v treh 
paralelah. Celice smo nato  inkubirali 72 ur. Po treh dneh smo v vsako izmed lukenj dodali 10 
µL reagenta MTS. MTS je v epicah shranjen v skrinji in je z alu folijo zaščiten  pred svetlobo. 
Pred uporabo smo ga odtalili na sobni temperaturi. Celice smo po dodatku reagenta dve uri 
inkubirali v inkubatorju. Testno ploščico smo zaščitili pred svetlobo z alu folijio in jo prenesli 
do čitalca mikrotitrskih ploščic, s katerim smo izmerili absorbanco pri 490 nm.   
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Spojine, ki so v zadostni meri zavirale celično proliferacijo (delež živosti < 40 %) smo v 
drugem delu po enakem postopku testirali v širšem koncentracijskem območju. Rezultate smo 
obdelali najprej v programu Exel, nato pa še v računalniškem programu GraphPad Prism 6.0, 
s katerim smo spojinam določili IC50 . 
 
Slika 16: Primer načrta testne ploščice, kjer smo vrednotili vpliv testnih spojin na celično 
proliferacijo – presejalni test. 
 
Slika 17: Primer načrta testne ploščice za določanje IC50 aktivnim učinkovinam v širšem 
koncentracijskem območju. 
3.2.8 OBDELAVA PODATKOV 
Rezultate smo obdelali s pomočjo računalniškega programa Exel. V prvem delu našega 
eksperimentalnega dela smo ovrednotili vpliv izbranih spojin v koncentraciji 50 µM na delež 
celične živosti. Tega smo izračunali tako, da smo absorbancam testiranih zaviralcev odšteli 
absorbanco slepe raztopine in rezultat normalizirali na DMSO.  
% živosti = 
𝐴(𝑣𝑧𝑜𝑟𝑒𝑐)−𝐴(𝑠𝑙𝑒𝑝𝑎)
𝐴(𝐷𝑀𝑆𝑂)−𝐴(𝑠𝑙𝑒𝑝𝑎)
 x 100 
A(vzorec): absorbanca, izmerjena v luknjici z dodano spojino 
A(slepa): absorbanca, izmerjena v luknjici brez celic 
A(DMSO): absorbanca, izmerjena v luknjici z dodanim DMSO v ustrezni koncentraciji 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A
B  50 µM  50 µM  50 µM
C  50 µM  50 µM  50 µM
D  50 µM  50 µM  50 µM
E  50 µM  50 µM  50 µM
F  50 µM  50 µM Etopozid 100 µM
G  50 µM  50 µM Etopozid 50 µM
H Slepa
Spojina 6
Spojina 7
Spojina 8
Spojina 9
Spojina 10
Spojina 11
Spojina 12
Spojina 1
Spojina 2
Spojina 3
Spojina 4
Spojina 5
0,5% DMSO
Spojina 13
Spojina 14
Spojina 15
Spojina 16
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A
B 75 uM 75 uM 75 uM 0,75% DMSO
C 50 uM 50 uM 50 uM
D 30 uM 30 uM 30 uM
E 15 uM 15 uM 15 uM
F 10 uM 10 uM 10 uM
G 0,1 uM 0,1 uM 0,1 uM
H Slepa
ETO 100
ETO 50
medij
Spojina 1
Spojina 
2
Spojina 
3
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Enačba 2: Izračun deleža celične živosti. 
Rezultate presejalnih testov smo grafično prikazali s programom GraphPad Prism 6.0. 
Spojinam, ki so izkazovale primerno zaviralno aktivnost, pa smo določili še IC50 ter izrisali 
koncentracijske krivulje. IC50 je koncentracija, pri kateri učinkovina zmanjša celično živost za 
50 %. Za izračun smo uporabili logaritemske vrednosti koncentracij in deleže živosti, 
izračunane v programu Exel. Rezultate, ki so signifikantno odstopali od ostalih, smo izločili 
in jih nismo uporabili pri izračunih. Ker smo večino testiranj ponovili le dvakrat, je treba 
upoštevati, da so dobljene IC50 vrednosti le okvirne. 
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4 REZULTATI 
Testirali smo 60 izbranih spojin, ki so bile sintetizirane na Katedri za farmacevtsko kemijo na 
Fakulteti za farmacijo v Ljubljani. Spojine lahko po mehanizmu delovanja razdelimo v tri 
skupine na: zaviralce človeške topoizomeraze IIα, ki delujejo preko kompetitivne ATP-
inhibicije (spojine z oznako IZS, NNT, ILG), zaviralce proteina Hsp90 (spojine z oznako 
TVS) ter zaviralce bakterijske DNA-giraze B in topoizomeraze IV (spojine z oznako LMD, 
TGM, DBT). Prvi dve skupini predstavljata potencialne protitumorne učinkovine, zadnja pa 
protibakterijske. 
4.1 DOLOČITEV VPLIVA ETOPOZIDA NA ZAVIRANJE 
CELIČNE PROLIFERACIJE 
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Slika 18: Krivulja odnosa med logaritmom koncentracije in deležem živosti za spojino 1 
(etopozid) za posamezno testiranje (A) ter kot povprečje izvedenih testov (B). 
Etopozid (1) je znan topoizomerazni strup, ki ima dokazan antiproliferativni vpliv na celice. 
Njegova teoretična IC50 vrednost je 59,2 µM, vendar je določena z drugo metodo ter na drugi 
celični liniji, zato rezultate težko primerjamo med seboj. Etopozid smo testirali pri 
koncentracijah 100 µM, 50 µM, 25 µM, 10 µM, 1 µM in 0,1 µM, test pa smo izvedli dvakrat. 
Na sliki 18 so grafično prikazani rezultati obeh testiranj (A) ter povprečje obeh izvedenih 
testov (B). IC50 smo izračunali kot povprečje vrednosti, dobljenih po dveh neodvisno 
izvedenih testih in znaša 54,3 µM. Pri preostalih testiranjih smo etopozid uporabili kot 
pozitivno kontrolo zaviranja proliferacije celic pri koncentracijah 50 µM in 100 µM. Če v 
katerem izmed testov ne bi izkazoval antiproliferativnih lastnosti, bi ga označili kot 
neveljavnega, vendar to ni bilo potrebno. 
 27  
 
4.2 VREDNOTENJE VPLIVA TESTNIH SPOJIN NA DELEŽ 
PROLIFERACIJE – PRESEJALNI TESTI 
Za vrednotenje vpliva testnih spojin na celično rast smo uporabili MTS-test celične živosti. 
Izvedli smo štiri presejalne teste, pri katerih smo učinkovinam določili, v kolikšni meri 
zavirajo celično proliferacijo pri koncentraciji 50 µM. Rezultate smo podali kot % živosti, pri 
čemer 0 % pomeni, da nismo zaznali metabolno aktivnih celic, 100 % pa pomeni, da spojine 
na celično rast nimajo vpliva. Izmed vseh testiranih potencialnih zaviralcev smo za nadaljnjo 
obravnavo izbrali tiste, ki zmanjšajo delež živosti na manj kot 40 %. Kot kontrolo za 100% 
živost smo uporabili celice, inkubirane v 0,5% DMSO, kot slepo kontrolo pa medij brez celic. 
Rezultati so prikazani v razpredelnicah V, VI in VII, grafično pa so predstavljeni na slikah 19, 
20, 21 in 22. 
Preglednica V: Zbrani rezultati presejalnih testov ter določene IC50 vrednosti za zaviralce 
človeške topoizomeraze IIα. 
ZAVIRALCI ČLOVEŠKE TOPOIZOMERAZE IIα 
Številka spojine Oznaka spojine Delež živosti [%] IC50 [µM] 
1 Etopozid 62,9 54,3 
2 IZS-97 91,7 / 
3 IZS-157 53,9 / 
4 IZS-159 -0,9 23,3 
5 IZS-170 30,2 29,1 
6 IZS-184 14,4 25,6 
7 IZS-187 1,3 4,0 
8 IZS-190 114,8 / 
9 ILG-28 135,8 / 
10 ILG-26 95,9 / 
11 ILG-25 99,7 / 
12 IZS-206 0,8 12,7 
13 NNT-8 123,8 / 
14 IZS-213 0,00 10,8 
15 IZS-205 112,4 / 
16 IZS-179 114,3 / 
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17 IZS-182 129,9 / 
18 IZS-192 97,5 / 
19 IZS-209 6,3 5,9 
20 NNT-5d 96,6 / 
21 NNT-35 4,0 17,6 
 
Preglednica VI: Zbrani rezultati presejalnih testov ter določene IC50 vrednosti za zaviralce 
bakterijske DNA-giraze B in topoizomeraze IV. 
ZAVIRALCI BAKTERIJSKE DNA-GIRAZE B IN TOPOIOMERAZE IV 
Številka spojine Oznaka spojine Delež živosti [%] IC50 [µM] 
22 DBT-102 70,3 / 
23 DBT-190 24,4 25,0 
24 DBT-191 87,8 / 
25 DBT-195 84,4 / 
26 DBT-201 68,1 / 
27 DBT-205 73,8 / 
28 DBT-207 55,8 / 
29 DBT-209 68,5 / 
30 LMD-43 25,3 44,7 
31 LMD-62 110,0 / 
34 LMD-43 43,4 / 
35 LMD-92 140,4 / 
36 LMD-100 140,5 / 
37 LMD-101 112,0 / 
38 LMD-110 11,0 9,5 
39 LMD-111 8,8 7,7 
40 LMD-112 123,0 / 
41 LMD-62 135,5 / 
42 TGM-17 37,3 17,9 
43 TGM-21 12,8 Nedoločljivo 
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Preglednica VII: Zbrani rezultati presejalnih testov ter določene IC50 vrednosti za zaviralce 
proteina Hsp90. 
ZAVIRALCI PROTEINA HSP90 
Številka spojine Oznaka spojine Delež živosti [%] IC50 [µM] 
32 TVS-14 80,7 / 
33 TVS-15 61,2 / 
44 TVS-12 109,8 / 
45 TVS-13 85,9 / 
46 TVS-16 146,9 / 
47 TVS-17 146,5 / 
48 TVS-18 81,6 / 
49 TVS-19 0,00 29,0 
50 TVS-20 162,4 / 
51 TVS-21 39,3 46,8 
52 TVS-22 117,4 / 
53 TVS-01 196,0 / 
54 TVS-02 190,0 / 
55 TVS-03 192,7 / 
56 TVS-04 171,8 / 
57 TVS-05 155,6 / 
58 TVS-06 63,1 63,7 
59 TVS-07 167,5 / 
60 TVS-08 133,7 / 
61 TVS-09 206,5 / 
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Slika 19: Grafično prikazani rezultati prvega presejalnega testa. 
Pri prvem presejalnem testu smo ugotovili zmanjšanje deleža celične živosti za vsaj 60 %  pri 
spojinah 4, 5, 6, 7, 12 in 14. Pri spojinah 4, 7, 12 in 14 opazimo največji vpliv na celično 
proliferacijo. Spojini 4 in 14 sta celično rast v celoti zavrli, spojina 7 je zmanjšala delež 
viabilnosti na 1,3 %, spojina 12 pa na 0,8 %. Preostali spojini 5 in 6 sta ta delež znižali na 
30,2 % oz. 14,4 %. Vse spojine, ki smo jih izbrali za nadaljnje testiranje, so izkazale večjo 
aktivnost kot etopozid pri koncentraciji 50µM, kjer smo zaznali 72,6 % metabolno aktivnih 
celic. 
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Slika 20: Grafično prikazani rezultati drugega presejalnega testa. 
Pri drugem presejalnem testu so zaviralno aktivnost izkazale spojine 19, 21, 23 in 30. Najnižji 
delež metabolno aktivnih celic smo ugotovili po tretiranju s spojinama 19 in 21, in sicer je ta 
znašal 6,3 % oz. 4,0 %. Spojina 23 je celično živost znižala na 24,4 %, spojina 30 pa na 25,3 
%. Vse aktivne spojine so izkazale večji vpliv na celično delitev kot etopozid pri koncentraciji 
50 µM, ki je znižal delež živih celic na 48,8 %. 
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Slika 21: Grafično prikazani rezultati tretjega presejalnega testa. 
S tretjim presejalnim testom smo ugotovili ustrezno znižanje deleža celične živosti pri 
spojinah 38, 39, 42 in 43. Spojina 38 je ta delež znižala na 11,0 %, spojina 39 na 8,8 %, 
spojina 42 na 37,7 % in spojina 43 na 12,8 %. Po tretiranju celic z etopozidom pri 
koncentraciji 50 µM je znašal delež metabolno aktivnih celic 80,8 %. 
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Slika 22: Grafično prikazani rezultati četrtega presejalnega testa. 
Pri četrtem presejalnem testu je zaviralno aktivnost izkazalo manjše število spojin. Celično 
proliferacijo sta v zadostni meri zavrli spojina 49 in spojina 51. Prva je celično delitev v celoti 
zaustavila, saj nismo zaznali metabolno aktivnih celic, druga pa je njihov delež zmanjšala na 
39,3 %. Čeprav spojina 58 ni dosegla ustreznega zmanjšanja celične živosti (63,1 %), smo jo 
zaradi raziskovalnih namenov v sklopu projekta IMI-Enable vseeno izbrali za nadaljnjo 
obravnavo. Pozitivna kontrola etopozid pri koncentraciji 50 µM je znižala celično živost na 
70,9 %. 
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Pri določenih spojinah je mogoče opaziti zvišanje celične viabilnosti nad 100 %, kar je lahko 
posledica slabe izvedbe testa, pozitivne interference zaradi obarvanosti, variabilnosti 
biološkega testa ali zmanjšane topnosti spojin. 
  
4.3 DOLOČANJE VREDNOSTI IC50 
Spojine, ki smo jim v presejalnih testih določili zadosten delež zmanjšanja celične živosti 
(pod 40 %), smo v nadaljevanju ponovno testirali, tokrat v širšem koncentracijskem območju. 
Vsako spojino smo testirali dvakrat, pri nekaterih pa je bilo zaradi težav pri obdelavi podatkov 
test potrebno ponoviti še tretjič. Izbrane zaviralce smo sprva testirali pri petih različnih 
koncentracijah, in sicer pri 50 µM, 25 µM, 10 µM, 5 µM, 1 µM ter 0,1 µM. Pri kasnejših 
ponovitvah testa smo glede na rezultate nekatere spojine testirali v enakem koncentracijskem 
območju oz. smo le-tega spremenili na 75 µM, 50 µM, 30 µM, 15 µM, 10 µM ter 1 µM. Iz 
dobljenih meritev smo določili tisto koncentracijo, pri kateri spojina zmanjša celično živost za 
50 % (IC50). Rezultate smo grafično prikazali kot krivuljo odnosa med logaritmom 
koncentracije in deležem živosti v dveh oz. treh neodvisnih testiranjih ter kot povprečje vseh 
izvedenih testiranj. Pri spojinah, kjer so se rezultati ponovljenih testov med seboj bistveno 
razlikovali, nismo izrisali inhibicijske krivulje s povprečnimi vrednostmi. V tem primeru bi 
bilo za ustreznejše rezultate potrebno test vsaj še enkrat ponoviti. Ker krivulj s povprečnimi 
vrednostmi ni bilo mogoče izrisati pri vseh spojinah, smo IC50 določili kot povprečje 
vrednosti, določenih pri posameznih neodvisnih testiranjih. Potrebno je poudariti, da je 
določena IC50 vrednost le groba ocena aktivnosti zaviralcev, saj bi bilo za vsako učinkovino 
potrebno izvesti vsaj tri neodvisna biološka testiranja. 
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Slika 23: Krivulja odnosa med logaritmom koncentracije in deležem živosti za spojino 4 za 
posamezno testiranje (A) ter kot povprečje izvedenih testov (B). 
Spojina 4 je v presejalnem testu pri koncentraciji 50 µM popolnoma zavrla celično 
proliferacijo. Test za določanje vrednosti IC50 smo izvedli dvakrat, v obeh primerih v 
koncentracijskem območju med 50 µM in 0,1 µM. Rezultati obeh ponovitev so zelo 
primerljivi, spojina 4 je aktivnost izkazala le pri koncentracijah 25 µM in 50 µM (slika 23). 
Pri koncentraciji 25 µM se je delež metabolno aktivnih celic znižal na 42,3 % oziroma 42,4 
%, pri koncentraciji 50 µM pa na 2,1 % oziroma 1,3 %. Pri nižjih koncentracijah ni prišlo do 
pomembnega znižanja celične živosti. Izračunali smo povprečno IC50 vrednost, ki znaša 23,3 
µM. 
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Slika 24: Krivulja odnosa med logaritmom koncentracije in deležem živosti za spojino 5 za 
posamezno testiranje (A) ter kot povprečje izvedenih testov (B). 
S presejalnim testom smo določili, da spojina 5 pri koncentraciji 50 µM zmanjša delež 
metabolno aktivnih celic na 30,2 %. Z dvema testoma, s katerima smo ugotavljali odnos med 
koncentracijo in učinkom, smo potrdili, da spojina izkazuje ustrezno zaviralno aktivnost pri 
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koncentraciji 50 µM, medtem ko je pri ostalih koncentracijah njen vpliv na celično rast 
zanemarljiv ali pa ga sploh ni. S programom GraphPad Prism 6.0 smo določili IC50 vrednost 
za posamezno testiranje, povprečje pa znaša  29,1 µM. 
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Slika 25: Krivulja odnosa med logaritmom koncentracije in deležem živosti za spojino 6 za 
posamezno testiranje. 
Po prehodno določeni aktivnosti spojine 6 v presejalnem testu, ki je pri koncentraciji 50 µM 
znižala celično živost na 14,4 %, smo izvedli tri testiranja pri različnih koncentracijah. V 
prvih dveh primerih smo celice izpostavili koncentracijam med 50 µM in 0,1 µM, pri tretjem 
testiranju pa smo to območje spremenili na koncentracije med 75 µM in 1 µM. Pri prvem  
testiranju smo ugotovili znižanje celične proliferacije po dodatku spojine v koncentraciji 50 
µM in 25 µM. Pri koncentraciji 25 µM se je delež preživetja celic znižal na 31,6 % , pri 50 
µM pa na 9,3 %. Pri drugem testiranju spojina pri nobeni koncentraciji ni znižala celične 
živosti pod 50 %. Rezultati tega testiranja so bili zelo razpršeni in niso kazali jasnega odnosa 
med koncentracijo in učinkom. Vzrok za to bi lahko bile napake pri delu. Pri tretjem 
testiranju, ko smo spojino 6 uporabili v višjih koncentracijah, smo zaviralno aktivnost zaznali 
le po dodatku spojine s koncentracijo 75 µM. Delež celične viabilnosti se je v tem primeru 
znižal na 27,3 %. IC50 vrednost, ki smo jo izračunali, je zaradi razpršenosti rezultatov zelo 
nenatančna in znaša 25,6 µM. 
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Slika 26: Krivulja odnosa med logaritmom koncentracije in deležem živosti za spojino 7 za 
posamezno testiranje. 
Spojini 7 smo v presejalnem testu pri koncentraciji 50 µM določili močno zaviralno aktivnost, 
saj je delež celične živosti znašal 1,3 %. V nadaljevanju smo izvedli dva testiranja z dodatkom 
spojine 7 pri koncentracijah 50 µM, 25 µM, 10 µM, 5 µM, 1 µM in 0,1 µM. Rezultati obeh 
testiranj se med seboj bistveno razlikujejo, saj je v prvem primeru učinkovina zavirala celično 
rast pri najvišjih štirih koncentracijah, v drugem pa v celotnem koncentracijskem razponu. 
Dodatek spojine pri koncentraciji 50 µM je znižal celično živost na 2,3 % oz. 1,5 %, pri 
koncentraciji 25 µM na 0,7 % oz. 0,5 %, pri koncentraciji 10 µM na 2,2 % oz. 1,5 % in pri 
koncentraciji 5 µM na 20,3 % oz. 6,9 %. Pri drugem testiranju smo po  nanosu spojine pri 
koncentraciji 1 µM na testno ploščico ugotovili upad celične živosti  na 69,7 % ter znižanje na 
49,9 % pri koncentraciji 0,1 µM. S programom GraphPad Prism 6.0 smo določili IC50 
vrednosti, katerih povprečje je znašalo 4,0 µM. 
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Slika 27: Krivulja odnosa med logaritmom koncentracije in deležem živosti za spojino 12 za 
posamezno testiranje (A) ter kot povprečje izvedenih testov (B). 
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Spojina 12 je v presejalnem testu pri koncentraciji 50 µM celično rast skoraj v celoti zavrla, 
saj je znižala delež celične živosti na 0,8 %. V nadaljevanju smo z dvema testiranjema v 
koncentracijskem razponu med 50 µM  in 0,1 µM določili ustrezno zaviralno aktivnost še pri 
koncentraciji 25 µM. Delež živih celic pri najvišji koncentraciji se je znižal na 9,3 % oz. 1,5 
%, pri koncentraciji 25 µM pa na 31,5 % oz. 0,3 %. Pri drugem testiranju smo zaznali 
aktivnost spojine 12 tudi pri koncentraciji 10 µM, in sicer  je delež metabolno aktivnih celic 
znašal 52,7 %. Pri ostalih koncentracijah nismo določili pomembnega vpliva na celično rast. 
IC50 vrednosti obeh ponovitev se med seboj nekoliko razlikujeta, povprečna vrednost pa znaša 
12,7 µM. 
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Slika 28: Krivulja odnosa med logaritmom koncentracije in deležem živosti za spojino 14 za 
posamezno testiranje (A) ter kot povprečje izvedenih testov (B). 
Po presejalnem testu, kjer je spojina 14 v celoti zavrla celično proliferacijo pri koncentraciji 
50 µM, smo izvedli še dva testa v koncentracijskem območju 50 µM, 25 µM, 10 µM, 5 µM, 1 
µM in 0,1 µM. Največji vpliv na celično rast smo določili po dodatku spojine pri 
koncentraciji 50 µM, kjer je delež metabolno aktivnih celic znašal 0,3 % oz. 3,5 %. Močno 
zaviralno aktivnost smo ugotovili tudi pri koncentraciji 25 µM, saj je bila celična živost 1% 
oz. 4,9%. Pri prvem testiranju je spojina zmanjšala delež živih celic tudi pri koncentracijah 10 
µM in 5 µM, in sicer na 42,7 % oz. 52,8 %. Pri ostalih koncentracijah je bil vpliv na celično 
delitev zanemarljiv ali pa ga sploh ni bilo. Povprečna IC50 vrednost obeh testiranj je znašala 
10,8 µM. 
 37  
 
-2 -1 0 1 2
0
5 0
1 0 0
1 5 0
s p o jin a 1 9
lo g  (c ) ,  µ M
%
 ž
iv
o
s
ti
1 .
2 .
A
IC 5 0 (1 .)=  5 ,3 6 M
IC 5 0 (2 .)=  6 ,4 6 M
-2 -1 0 1 2
0
5 0
1 0 0
1 5 0
s p o jin a 1 9
lo g (c ) ,  µ M
%
 ž
iv
o
s
ti
B
IC 5 0 =  5 ,7 8 M
 
Slika 29: Krivulja odnosa med logaritmom koncentracije in deležem živosti za spojino 19 za 
posamezno testiranje (A) ter kot povprečje izvedenih testov (B). 
Pri koncentraciji 50 µM smo za spojino 19 v presejalnem testu ugotovili, da zniža celično 
živost na 6,3 %. Po izvedbi dveh testov v širšem koncentracijskem razponu smo spojini 
določili zadostno zaviralno aktivnost še pri koncentracijah 25 µM in 10 µM. Po tretiranju 
celic s spojino pri koncentraciji 50 µM smo ugotovili zmanjšanje deleža celične živosti na 5,9 
% oz. 8,9 %, pri koncentraciji 25 µM na 1,5 % oz. 3,3 % ter v koncentraciji 10 µM na 0,5 % 
oz. 3,1 %. Pri ostalih koncentracijah spojina 19 ni bistveno vplivala na celično rast. Določili 
smo povprečno IC50 vrednost 5,9 µM. 
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Slika 30: Krivulja odnosa med logaritmom koncentracije in deležem živosti za spojino 21 za 
posamezno testiranje (A) ter kot povprečje izvedenih testov (B). 
Po določitvi zaviralne aktivnosti spojine 21, ki je v presejalnem testu pri koncentraciji 50 µM 
zmanjšala delež celične živosti na 4,0 %, smo celice v dveh ponovitvah izpostavili še 
koncentracijam med 50 µM in 0,1 µM. Po dodatku spojine pri koncentraciji 50 µM se je delež 
metabolno aktivnih celic zmanjšal na 2,4 % oz. 6,5 %, po dodatku 25 µM pa na 18,6 % oz. 
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21,5 %. Po izvedbi prvega testa smo ugotovili upad celične živosti tudi pri koncentraciji 10 
µM, in sicer se je ta zmanjšala na 55 %. Izračunan povprečni IC50 je znašal 17,6 µM. 
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Slika 31: Krivulja odnosa med logaritmom koncentracije in deležem živosti za spojino 23 za 
posamezno testiranje (A) ter kot povprečje izvedenih testov (B). 
V presejalnem testu smo spojini 23 pri koncentraciji 50 µM določili, da zmanjša delež celične 
živosti na 24,4 %. V nadaljevanju smo jo v dveh ponovitvah testa za določitev IC50 k celicam 
dodali pri koncentracijah 50 µM, 25 µM, 10 µM, 5 µM, 1 µM in 0,1 µM. Rezultati prvega 
testiranja so bili zelo razpršeni, kar bi lahko bilo posledica kontaminacije med izvedbo testa 
ali napak pri pipetiranju. Kljub temu smo v obeh primerih ugotovili, da spojina pomembno 
vpliva na celično rast le v koncentraciji 50 µM, kjer zmanjša delež metabolno aktivnih celic 
na 19,3 % oz. 22,0 %. S programom GraphPad Prism 6.0 smo določili IC50 vrednosti, katerih 
povprečje znaša 25,0 µM. 
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Slika 32: Krivulja odnosa med logaritmom koncentracije in deležem živosti za spojino 30 za 
posamezno testiranje (A) ter kot povprečje izvedenih testov (B). 
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Test, s katerim smo ugotavljali odnos med koncentracijo spojine in deležem živosti, smo za 
spojino 30 izvedli trikrat. V prvem primeru smo uporabili koncentracije med 50 µM in 0,1 
µM, v drugem in tretjem primeru pa med 75 µM in 1 µM. Spojina 30 je že v presejalnem 
testu izkazala zadostno zaviranje celične proliferacije pri koncentraciji 50 µM, kjer je znižala 
delež celične živosti na 25,3 %. Po tretiranju celic s spojino 30 v širšem koncentracijskem 
območju smo opazili ustrezno zmanjšanje njihove živosti še pri koncentraciji 75 µM. Delež 
metabolno aktivnih celic se je po dodatku spojine z najvišjo koncentracijo zmanjšal na 16,4 % 
oz. 7,7 %, po dodatku 50 µM pa na 11,9 %, 47,8 % oz. 36,6 %. Določili smo povprečno 
vrednost IC50 44,7 µM. 
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Slika 33: Krivulja odnosa med logaritmom koncentracije in deležem živosti za spojino 38 za 
posamezno testiranje. 
Spojini 38 smo v presejalnem testu določili pomemben vpliv na celično delitev, saj je pri 
koncentraciji 50 µM znižala celično živost na 11 %. Z dvema nadaljnjima testoma v 
koncentracijskem razponu med 50 µM in 0,1 µM smo spojini določili pomembno zaviranje 
celične proliferacije še pri koncentraciji 25 µM, kjer se je delež metabolno aktivnih celic 
znižal na 5,0 % oz. 14.7 %. Pri koncentraciji 50 µM je ta delež znašal 6,5 % oz. 18,7 %. Po 
prvi izpostavitvi celic smo zaznali znižanje celične živosti na 22,8 % pri koncentraciji 10 µM. 
Iz slike 33 lahko razberemo, da pri določenih koncentracijah delež živosti krepko presega 100 
%. Vzrok za to je lahko pozitivna interferenca zaradi obarvanosti, slabša topnost spojine, 
kontaminacija vzorca ter napake med izvedbo testa. Določeni vrednosti IC50 za posamezno 
ponovitev sta si zelo podobni, v povprečju  pa ta znaša 9,5 µM. 
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Slika 34: Krivulji odnosa med logaritmom koncentracije in deležem živosti za spojino 39 za 
posamezno testiranje. 
Spojina 39 je v presejalnem testu pri koncentraciji 50 µM znižala delež metabolno aktivnih 
celic na 8,8 %. Po izvedbi dveh testov v koncentracijskem območju med 50 µM in 0,1 µM pa 
je ta delež znašal 6,9 % oz. 14,9 %. Ugotovili smo, da na živost celic spojina 39 pomembno 
vpliva tudi v koncentraciji 25 µM, kjer se je ta zmanjšala na 4,3 % oz. 12,9 %. V prvi izvedbi 
testa je spojina izkazala zaviralno aktivnost tudi pri koncentraciji 10 µM, saj je zmanjšala 
delež živih celic na 33,3 %. Zopet lahko pri določenih koncentracijah opazimo znatno 
zvišanje deleža živosti nad 100 %. Program GraphPad Prism je napovedal okvirni vrednosti 
IC50, izračunano povprečje pa je 7,7 µM. 
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Slika 35: Krivulji odnosa med logaritmom koncentracije in deležem živosti za spojino 42 za 
posamezno testiranje. 
S presejalnim testom smo spojini 42 dokazali ustrezno zaviranje celične rasti pri koncentraciji 
50 µM, kjer se je delež celične živosti znižal na 37,7 %. V prvem testu, v katerem smo 
določali IC50 je spojina izkazala aktivnost tudi pri koncentraciji 25µM, določili smo 40 % 
metabolno aktivnih celic. Pri najvišji testirani koncentraciji 50 µM je ta delež znašal 13 %. Pri 
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drugi izvedbi testa spojina ni bistveno vplivala na celično rast pri nobeni koncentraciji. 
Najnižji delež metabolno aktivnih celic je bil 59,8 %, najvišji pa nad 100 %. Rezultati 
drugega testiranja so zelo variirali, izračunanih vrednosti pri 0,1 µM pa zaradi odstopanja 
nismo upoštevali. Povprečna  IC50 vrednost  je znašala 17,9 µM. 
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Slika 36: Krivulja odnosa med logaritmom koncentracije in deležem živosti za spojino 43 za 
posamezno testiranje. 
Pri določanju odnosa med koncentracijo spojine 43 in deležem živosti smo imeli veliko težav. 
Pri presejalnem testu smo spojini pri koncentraciji 50 µM sicer določili znižanje celične 
živosti na 12,8 %, vendar v nadaljevanju spojine nismo mogli ovrednotiti. Rezultati obeh 
testiranj so bili zelo razpršeni, med njimi pa ni bilo jasne povezave in program GraphPad 
Prism 6.0 nam ni podal napovedane vrednosti IC50. Ker smo kljub dvakratni ponovitvi testa 
naleteli na enake težave, bi lahko razlog za to bila zmanjšana topnost spojine 43. 
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Slika 37: Krivulja odnosa med logaritmom koncentracije in deležem živosti za spojino 49 za 
posamezno testiranje (A) ter kot povprečje izvedenih testov (B). 
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Spojina 49 je pri presejalnem testu izkazala velik vpliv na celično proliferacijo, saj nismo 
zaznali metabolno aktivnih celic. V nadaljevanju smo celice  sprva izpostavili koncentracijam 
od 50 µM do 0,1 µM, nato pa še od 75 µM do 1 µM. Ugotovili smo signifikantno znižanje 
celične živosti pri koncentraciji 50 µM (3,0 % oz. 0,6 %) ter 75 µM (0,4 %). Določili smo 
povprečno IC50 vrednost 29,0 µM. 
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Slika 38: Krivulja odnosa med logaritmom koncentracije in deležem živosti za spojino 51 za 
posamezno testiranje (A) ter kot povprečje izvedenih testov (B). 
Spojina 51 je pri presejalnem testu še ravno v zadostni meri zavirala celično proliferacijo 
(delež živosti 39,3 %), da smo jo izbrali za nadaljnjo obravnavo. Iz tega smo lahko sklepali, 
da bo spojina aktivna le pri najvišjih koncentracijah, kar smo s tremi ponovitvami testa tudi 
potrdili. Pri ostalih koncentracijah ni imela vpliva na celično rast. Pri najvišji koncentraciji 75 
µM se je delež metabolno aktivnih celic znižal na 32,6 % oz. 25,1 %. Pri koncentraciji 50 µM 
pa je zadosten odziv spojina dosegla le v prvem testiranju (29,9 %). Določili smo povprečno 
IC50 vrednost 46,8 µM. 
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Slika 39: Krivulja odnosa med logaritmom koncentracije in deležem živosti za spojino 58 za 
posamezno testiranje. 
 43  
 
Spojini 58 smo že pri presejalnem testu določili nezadosten vpliv na celično rast (delež 
viabilnosti 63,1 %), vendar smo se jo zaradi raziskovalnih namenov odločili obravnavati v 
širšem koncentracijskem območju. Sprva smo jo testirali pri koncentracijah od 50 µM do 0,1 
µM, v drugem primeru pa od 75 µM do 1 µM. Spojina je izkazala slabo zaviralno aktivnost, 
saj pri nobeni izmed koncentracij ni dosegla znižanja celične živosti pod 40 %. Rezultati so 
bili zelo razpršeni in niso jasno nakazovali povezave med koncentracijo in učinkom. S 
programom GraphPad Prism 6.0 smo določili povprečno vrednost IC50 63,7 µM, ki je zaradi 
variabilnosti rezultatov le groba ocena. 
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5 RAZPRAVA 
Za vrednotenje vpliva izbranih zaviralcev na celično rast smo izvedli kolorimetrični test 
celične viabilnosti. Celicam smo na mikrotitrski ploščici vsako spojino pri določeni 
koncentraciji dodali v triplikatih. Po 72 urah inkubacije pri 37 °C in zračni atmosferi s 5 % 
CO2 smo dodali 10 µL reagenta ter pri enakih pogojih celice ponovno inkubirali 2 uri. Kot 
reagent smo uporabili MTS, ki ga metabolno aktivne celice reducirajo v obarvan formazan, 
količino le-tega pa določimo z merjenjem absorbance pri 490 nm. Če je katera izmed 
vrednosti izrazito odstopala od ostalih (SD>15), smo jo izločili ter je nismo uporabili v 
nadaljnjih izračunih. Delež celične živosti smo določili tako, da smo absorbanci, izmerjeni po 
dodatku določene spojine, odšteli absorbanco slepe raztopine ter rezultat normalizirali na 
negativno kontrolo (DMSO). 
Izmerjena absorbanca je odvisna od števila živih celic v vzorcu in njihove metabolne 
aktivnosti, nanjo pa lahko vplivajo še številni drugi dejavniki. Delo z živimi celicami poteka 
pod aseptičnimi pogoji ter zahteva veliko natančnost in previdnost, saj vsakršna 
kontaminacija vzorca lahko bistveno spremeni rezultate meritev. Pomembno vlogo igra tudi 
čas inkubacije ter koncentracija reagenta in izbranih zaviralcev. Čeprav smo na mikrotitrske 
ploščice vedno nanašali enake volumne reagenta (10µL) in spojin (50 µL), obstaja verjetnost 
napake pri pipetiranju. Ta lahko nastane bodisi zaradi tvorbe zračnega mehurčka v pipeti ali 
pa zaradi ostanka reagenta oz. spojine na robu mikrotitrske ploščice. Pri določenih spojinah 
smo zaznali zvišanje celične živosti nad 100 %. Takšno zvišanje je le navidezno in je lahko 
posledica zvišanega celičnega metabolizma po izpostavitvi spojinam, slabe izvedbe testa, 
pozitivne interference zaradi obarvanosti ali zmanjšane topnosti spojin.  
Zaviralci človeške topoizomeraze IIα 
Vsi testirani zaviralci človeške topoizomeraze Iiα delujejo po mehanizmu ATP-kompetitivne 
inhibicije. Med vsemi testiranimi inhibitorji iz te skupine smo za aktivne spoznali osem 
spojin. V presejalnem testu smo največji vpliv na celično proliferacijo ugotovili pri spojinah 
4, 7, 12 in 14, ki so celično rast pri koncentraciji 50 µM skoraj v celoti zaustavile. V 
nadaljevanju, kjer smo ugotavljali odnos med koncentracijo in zaviralnim učinkom spojin, pa 
sta se za najaktivnejši izkazali spojini 7 in 19. Spojinama smo določili najnižjo koncentracijo, 
ki je potrebna za zmanjšanje celične živosti za polovico (IC50= 4,0 µM oz 6,5 µM). Sledijo 
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jim spojine 12, 14 in 21, ki ta učinek dosežejo pri koncentracijah 12,7 µM oz. 10,8 µM oz. 
17,6 µM. Spojinam 4, 5 in 6 smo določili IC50 vrednost 23,3 µM oz. 29,1 µM oz. 25,6 µM.  
Hsp90 zaviralci 
Med testiranimi protitumornimi učinkovinami, ki delujejo kot zaviralci proteina Hsp90, sta v 
presejalnem testu zadostno aktivnost pokazali spojini 49 in 51. Po dodatku spojine 49 pri 
koncentraciji 50 µM v vzorcu nismo zaznali metabolno aktivnih celic, spojina 51 pa je delež 
le-teh znižala na 39,3 %. V testu, pri katerem smo določali IC50 vrednost, smo potrdili večji 
vpliv spojine 49 na celično rast, koncentracija, potrebna za znižanje celične živosti za 50 %, je 
znašala 29,0 µM. Spojina 51 je to znižanje dosegla pri koncentraciji 46,8 µM. Zaradi 
raziskovalnih namenov smo podrobneje obravnavali tudi spojino 58, čeprav že v presejalnem 
testu ni izkazala zadostnega zaviranja celične proliferacije (delež celične živosti 63,1 %). 
Določili smo ji IC50 63,7 µM. 
Izračunane IC50 vrednosti so podane kot povprečje dveh ali treh neodvisnih meritev ter so le 
groba ocena aktivnosti spojine. Služile bodo kot vodilo za optimizacijo že sintetiziranih spojin 
iz te skupine ter načrtovanje novih zaviralcev topoizomeraze Iiα in Hsp90. Za bolj točne 
rezultate bi bilo potrebno izvesti vsaj tri neodvisne biološke ponovitve. Največji izziv pri 
protitumornih učinkovinah predstavlja doseganje ustrezne selektivnosti, zato bi bilo testiranje 
potrebno ponoviti še na nerakavi celični liniji. S tem bi želeli dokazati selektivnost izbranih 
zaviralcev za rakave celice, kar predstavlja ključen cilj za doseg ustrezne varnosti in 
učinkovitosti zdravljenja. 
Zaviralci bakterijske topoizomeraze IV in DNA-giraze B 
Protibakterijske učinkovine, katerim smo določali odnos med koncentracijo in deležem 
živosti, delujejo kot zaviralci bakterijske topoizomeraze IV in DNA-giraze B. Razvoj 
protibakterijskih spojin je problematičen predvsem s stališča selektivnosti. Z določanjem 
antiproliferativnih lastnosti izbranih zaviralcev smo želeli ovrednotiti njihovo varnost. 
Testiranje bi morali ponoviti še na bakterijski celični liniji, da bi potrdili ustrezno razlikovanje 
med bakterijsko in človeško celico. So pa dobljeni rezultati dobro izhodišče za nadaljnji 
razvoj ustreznih zaviralcev bakterijske topoizomeraze IV in DNA-giraze B. 
S presejalnim testom smo ugotovili, da celično rast zavira šest spojin (delež živosti < 40 %).  
Spojine, ki smo jim določili zaviralno aktivnost na rakave celice, so s stališča varnosti 
neustrezne, saj ne razlikujejo med bakterijsko in človeško celico. Največjo aktivnost sta 
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izkazali spojini 38 in 39, katerima smo določili IC50 9,5 µM oz. 7,7 µM. Spojina 23 zmanjša 
celično živost za polovico pri koncentraciji 25,0 µM. Želeni učinek spojini 30 in 42 dosežeta 
pri višjih koncentracijah (IC50 = 44,4 µM oz. 45,7 µM). Spojine 43 zaradi razpršenosti 
rezultatov in nejasne povezave med njimi nismo mogli ovrednotiti, čeprav je v presejalnem 
testu znižala delež živih celic na 12,8 %. 
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6 SKLEP 
Izmed vseh testiranih potencialnih zaviralcev smo za aktivne spoznali 16 spojin, izmed teh je 
bilo deset protitumornih spojin in šest protibakterijskih. Med zaviralci človeške 
topoizomeraze IIα sta največjo zaviralno aktivnost izkazali spojini 7 in 19. Ustrezno znižanje 
celične proliferacije so dosegle še spojine 4, 5, 6, 12, 14 in 21. Zaviralcem proteina Hsp90 
smo določili nekoliko višje koncentracije, pri katerih znižajo celično živost za 50 % (IC50). 
Najbolj aktivna je bila spojina 49, antiproliferacijsko aktivnost pa smo ugotovili tudi pri 
spojini 51. Za določanje odnosa med koncentracijo in učinkom smo izbrali šest zaviralcev 
topoizomeraze IV in DNA-giraze B. Ugotovili smo, da spojini 38 in 39 izmed vseh testiranih 
protibakterijskih učinkovin dosežeta znižanje celične rasti pri najnižjih koncentracijah. Ostale 
aktivne spojine so še: 21, 23, 30 in 42. V presejalnem testu smo ugotovili, da spojina 43 
ustrezno zniža delež metabolno aktivnih celic, vendar v nadaljevanju IC50 nismo mogli 
določiti. Vse protibakterijske učinkovine, ki so izkazale zaviralno aktivnost na rakavih 
celicah, lahko s stališča varnosti opredelimo kot neustrezne, saj ne dosegajo ustrezne 
selektivnosti. 
Pri nekaterih spojinah so bili rezultati zelo razpršeni in niso kazali jasnega odnosa med 
koncentracijo in učinkom. Izračunane IC50 vrednosti, ki so navedene, so le groba ocena 
aktivnosti in so podane kot povprečje ponovitev. Dobljeni rezultati bodo služili kot dobra 
podlaga za načrtovanje novih testiranj in sintezo novih zaviralcev. 
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